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RESUMO

Ovarnics de Anopheles triannulatus fonam dissecados 24 e 48 honras apos as femeas te
nem sddo aldmentadas com fonte protiica (sangue), afim de se estudar o seu efeito sobre
a cvogénese. Foram analisadas secqies histologicas, ao wivel da ultraestrutuna, e ob-
servadas as mudangas monfologicas que ccorrem nas intenfaces celulas folicubares-ovoci-
fo e celula gfoliculan-cefula. Foram observades aspectes estruturads gque cornoboram — a
hipotese da produgao exagena das proteinas do vitelo. 05 grdnubos devitelo originaram-se.
pruinedpalmente pon condensacio das vesfeulas pincelticas formadas na superngicie do ovo-
clto.

INTRODUGAO

0 aspecto principal do estudo da ovogenese nos insétos tem sido a origem das pro-
teinas obtidas pelo ovécito durante a vitelogénese. Discute-se se essas proteinas se-
riam sintetizadas no propric ovocito ou a ele chegariam a partir de fontes exogenas. A
primeira evidéncia de incorporacao de proteinas, a partir da hemolinfa, peloovocito foi
dada por Wigglesworth (1943) em Rhodnius prolixus e emalguns aracnidecs. Trabalhos mais
recentes sobre a formacac e a deposicao dos granulos de proteinas no ovocito tém demons
trado que eles sao sintetizados extra ovario e obtidos pelo ovocito a partir da hemolin
fa, por pinocitose (Telfer, 1960, 1965; Telfer et al., 1982; Bitsch, 1980). As vitelo-
geninas, proteinas da hemolinfa limitadas ao sexo feminino (Telfer, 1954, 1960), que ori
ginam as vitelinas do vitelo, sac produzidas em varios tecides. Em numerosos insetosdi
ferentes essas lipoproteinas sao sintetizadas nas celulas do corpo gorduroso (Shigema-
tsu, 1958, 1960: Hagedorn, 1972, 1973; Brooks, 1969, 1976; Engelmann, 1969, 1971; Engels,
1974; Simoes, 1980). 0Os dados atuais indicam que a maioria dos insetos apresenta um pro

cesso predominantemente excgeno de produgac de vitelo e como evidenciaramos estudos ao
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nivel da ultraestrutura, a condensagao das vesiculas pinociticas foi observada em Aedes
aegypti (Roth & Porter, !964); Periplaneta americana {(Anderson, 196}, Lygeus kalmii (Kes
sel & Beams, 1962); Panorpa (Bier & Ramamurty, 1964); Hyalophora cecropia (Stay, 1965;
Telfer et al,, 1982), Mas em alguras especies cors Bombyx terrestris  (Hopkins & King,
1966) , Hyalophora cecropia (Anderson & Telfer,1969) e, parcialmente em Lphestiaz kuhniclla
|Guelin & Durand, 1900), o processe parcce ser intranvariane, sendo as proteinas sinte-
tizadas ras células faliculares,

Cummilngs & King (1970) demonstraram que em Drosophila uma fracao da vitelogenina
total e sintetizada ne citoplasma do cvecite, num processo claramente enddgenc, em adi-
cdo as fontes exdgenas, 0 mesmo tendo sido verificado per Bitsch (198D) em Thysanura.

No estudo da dinamica da ovogenese em gspecies de Anopheles, um ponto relevante a
ser ressaltado @ que a transmissac da malaria é realizada pelas fémeas, o que decorrada
sua alinentacan hematdfaga., Por outro lado, uma alimentacac sanquinea & necessiria para
a maturacago dos ovocitos. Considerando este aspecto, feste trabalho sac incluidos dados
relacionados a uma faceta do processc repredutive, analisando-se mecanismos  envolvidos
na obtenciao do vitelo pelo ovocite, acompanhando-se as medificagaes morfoldgicas,ae ni-

vel da ultraestrutura, durante seu desenvolvimento.,

MATERLAL E METODROS

Para analise da ultrasstrutura dos ovirios, femeas de A, triannulatus fora coleta
das na natureza, transportadas para o laboratorio, para cbtencio de desovas e, ecladidas

as larvas, estas foram mantidas até atingirem o estapglo adulro. Em seguidaa emergéncia

dos imagos, depois de wm periods de 24 haras de manutengan, as féme foram alimentadas

com Sangue humanc [fonte protéical e diss

acadas depois de 24 e 48 horas apes o repasto
sanguinen, em glutaraldeido 2,5% em vampao cacoditato 0,1 M pH 7,2, 0w pvarios foram fi
xados na mesma solugao por 2 horas a 4°C. Em seouida lavados en tampdc e pos-fixados nu
ma selucac de tetrdxido de gsmin (% a 47°¢C. I"-_Uf-J‘i uma reva lavagem em tampdo foram subme
tidos a uma contrastagdo, usanda-se una solucao aquosa Je acetado de uranila e |4, por
ume nofte, a 4°C. Em seguida foram desidratadas por meio de passagens sucessivas emace
toma 30%, 50X, 70%, %0% e I00%, IS5 minutos cada banho,

A ambekicas fol feita de acordo com o seguints esquema: acetora-araldite 2515

Toace

tona-araldite 1:1; acetona-araldite 1:2 & resina pura, | hora cada.
Finalmente, o5 ovaries foram transferidos para polimerizacao durante 72 horas, a

BOYC,

]

0s blecos faram seccionades nom ultramicrétoms - REICHERT Om U, com ravalha de vi
dro. As seccOes foran contrastadas em acetato de wranila e citratode chumbe [Reynolds,

1963), examinados rum microscopio ZEISS EM 104,
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RESULTADOS

A estrutura dos ovarios do genero Anopheles foi descrita por Christophers (1811) ¢
modificada por Mer {1936). 0s ovarios foram separados por fases de desenvelvirento de

acorde com as seguintes caracteristicas;

I - Foliculo com ovocito sem granulos de vitelo;

M - Foliculo com ovocito com granules na periferia;

Il - Feliculo com ovocito cem vitelo ocupande a sua maior parte;

I¥ - Folicule com ovocito ocupando a sua waior parte e celulas nutridoras loca-
tizando-se na parte superior;

Y - Ovocite coberto pelo corion, ovulo esta pronto para ser fecundado e posto.

Considerande o estagic de vitelogénese, os ovarios podem ser agrupades de acordo
cem a fase: pré-vitelogénica - | e |1; vitelogénica- 111 e IV; e pos-vitelogénica - V.

Para que o descavalvimento se efetive ate acompleta maturacan do avulo, & necessd-
rio gue a Femea obtenha um repasto sanguineo completando assim a vitelogénese. A alirmen
tacan unicamente por carboidratos leva o desenvolviments do ovocito apenas até o infcio
da fase Ill. Uma fémea, durante o scu periodo de vida adulta, passa por varios repastos
sanguineos, produzindo um lote de ovos em cada ciclo gonotrofico que os segue.

A Figura 1 ilustra a estrutura de um folicule complete, fixado apos 24 horas deali
mentacac (fase vitelogénical, onde aparece uma cclula nutricdora ¢ o ovécito envolto por
ura cemada de celulas foliculares. 0O ovocito € caracterizado por apresentar gracs de i
pfdeos, gracs denscs de proteinas e um nucleo de forma irregular. As célulasnutridoras
geralmente apresentam um nuclec volumoso e de contorno irregular, e o nucléolo bem evi-
dente. Observam-se também graos de lipideos em seu citoplasma,

Observa-se zinda na Figura 1 que o nicleo das ¢élulas folicularcs tarbem ¢ volumo
s0, ocupando quase todo o espago interior da mesma; o nucleole também apresenta esta ca
racteristica. Este aspecto € mostrado ainda nas Figuras 4 e 6. Na Figura Sverifica-se
gue o citoplasma das celulas foliculares apresenta um numero grande de ribossomos, como
tarbem reticulo endoplasmatico e mitocondrias,

Na Figura 2 fica evidenciado o extensc desenvolvimento dos nucleos das celulas nu
tridoras e follculares indicando que este fato poderia estar relaciconado ccm uma inten-
sa produgao de RNA. Corroborando este aspecto, na Figura 3, cm ampliagdo maior, cbser-
va-se passagem de material do nldcleo para o citoplasma da célula nutridora.

0 epitelio folicular circunda todo ¢ foliculo, estando, na parte superior, cm con
tato com as ceélulas nutridoras e, na porgSo inferior, em contato diretamente com ¢ ovo-
cito {Figura |). MNeste Oltimo, forem observadas diferenciagoes marcantes relacionadas
as membranas das celulas foliculares e do ovocito. Essas modificagoes podem ser enfoca
das emn dois momentos, em uma primeira etapa, envelvendo a regiac do epitélio folicular
e, em ura segunda, envolvendo a area de interface epitelio/ovécito.

Considerando a regiac do epitelio folicular, em contato com o ovocito (Figura 4},

observam-se espu.os intercelulares restritos a area do cvacito (Figura 1}, Ha Figura §
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¢ mostrado, de forma ampliada, o material floculento encontrado nesses espagos.

Na regiac da Interface ovocito/células foliculares pode-se cbservar o processo de
formagao dos graos de protefnas (Figuras 6 e 7). Nessa regiac existe uma grande dife-
renciacao nas membranas celulares de arbas as cé€lulas ¢, amedidaque avitelogénese se ini
cia, aparecem dobras na membrana plasmatica do ovocito, as quaisse interdigitam com as
das foliculares, aumentando assim a superficie de contato entre elas (Figura7), Sdo fre
qiientes as invaginagoes com conteddo eletrodenso (Figura 6) e observom-se também microvi
losidades formando uma verdadeira malha ao longo de toda a reglao de contato. Essas mi-
crovilosidades se estendem da superficie do ovario (Figura 7) e wvesiculas revestidas
{coated vesicles), originadas no fundo dessas microvilosidades, coroam o cortex do ovo-
cito. A fusio dessas vesiculas pinociticas, contendo material eletrodensc, origina os

granulos de proteinas.

Fig. 1. fotomicroprafia de um foliculo fixado 24 horas apés alim&ntaciosnngﬁinea onde
aparece vma c€lula nutridora (en), o ovocito (ov), envolvidos pelo epitélie fo
licular (ef). A célula nutridora é carvarterizada pela presenca de um Eltﬂplaﬂ
ma pranular e um nicles desenvolvido (N}, enguanto que a presencd de grios de
leldﬂua (L), graos densos (P}, micleo irrepular (M) sio tipicos de ovocito em

estigio de maturacde. Ao redor do foliculo aparece a membrana peritoneal (mp).
FAW L T e A
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Esses granulos apresentam conteudo muito eletrodenso com um halo claro ac redor,
pois a membrana que os envolve se acha afastada (Figura 7).

0 contetdo do granulo assume uma configuragao cristalina, quando maduro, (matura-
¢ao com 48 horas) e apresenta diferentes orientacdes, provavelmente devida a unido de pe
quenos granulos que se cristalizam apés a fusao, conforme evidéncias verificadas na Fi-
gura 8. 0 granulo protéico totalmente maduro resulta dessas fusoes, o que fica eviden-
ciado pelas diferentes orientagdes encontradas no granulo em uma Unica seccao que toma o

aspecto de uma bola de futebol (Figura 9).

Fig. 2. TFotomicrografia de célula nutridora (cn) em contato (setasduplés) com células
foliculares (cf) mostrando seus micleos (N) desenvolvidos, indicando producac
de RNA. Nas células autridoras o material é eliminado para o citoplasma{setas
triplas). Mitocondrias (m). 8.100 X.
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Fig. 3. Fotomicrografia com aumento maior de uma célula nutridora mostrando a passagem
do material produzido no nicleo para o citoplasma. 14.100 X.

DISCUSSAC E CONCLUSOES

Nos insetos existem duas maneiras pelas quais as proteinas podem ser obtidas pelo
ovocito. Na primeira, exdgena, as proteinas sao sintetizadas no corpo gordurcso e sao
transportadas pela hemolinfa até o ovocito, como demonstrado em varios insetos: Aedes
(Roth & Porter, 1964; Hagedorn et al., 1973), Periplaneta (Anderson, 1964), Panorpa(Bier
& Ramamurty, 1964), Platysamia cecropia (Telfer, 1954), Lygeus kalmii (Kessel & Beams,
1962) , Hyalophora cecropia (Stay, 1965), Schistocerca (Hill, 1962), Lepismachills(Bitsch,
1980). No segundo caso, o processo € endogeno e as proteinas sao sintetizadas pelo pro
prio citoplasma do ovocito como ficou evidenciado nos estudos de Cummings &King (1970), em
Drosophila, e em Hyalophora e Rhodnius por Telfer et al., (1982). Em Bombyx terrestris o
processo € intraovariano, mas nao endogeno (isto € no interior do ovocito), pois a forma

cao das proteinas ocorre nas células foliculares (Hopkins & King, 1966). Assim, combase
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nas evidéncias agui apresentadas, em Anopheles a obtencao das proteinas provavelmente
ccorre por um processo exogeno, conforme as indicagoes morfologicas obtidas. Consideran
do essas evidéncias, a formacao dos granulos de proteinas nocitoplasma doovocito ocorre
por pinocitose de substancias presentes na hemolinfa e carreadas através dos espagos in
tercelulares das células,foliculares, como ha maioria dos insetos. Nao esta descartada
a possibilidade das células foliculares terem algum papel na vitelogénese, visto oaspec

to de seus nucleos e nucléolos e as interrelagdes com os ovocitos. Emumaprimeira fase
de formacao das vesiculas, o material eletrodensc exdégeno se acumula no lado externo dec

ovocito e,posteriormente,avanga por invaginagoes para o interior do mesmo. 0 estrangu
lamento dessas projecoes da origem as vesiculas revestidas, possivelmente, emummecanis

mo semelhante aoc verificado por Ma & Ramaswamy (1987) em Lygus lineclaris. 0 material

eletrodenso € incorporado em vesiculas maiores até originar os granulos proteicos.

Fzg 4, Fotomlcrograf1a mostrande parte do epltello folicular (ef) associada ao ovoci-
to (ov. As celulas foliculares (cf) sao separadas pelo espago intercelular
(ei) . 0 ovocito apresenta granules de lipideos (L) emitocondrias (m). 5.400 X.
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Sequndo a literatura, canais extracelulares entre as células foliculares podem oca
sionar um facil acesso de todo material externo da hemolinfa, que atravessa a membrana
basal (13mina propria do ovdrio), uma vez gue ja foi demonstrada a existéncia de precur
sores do vitelo fora do ovécito (Engels, 1974; Simoes, 1980). Em Anopheles ndo foramol
servados espagos tao proeminentes como em Aedes aegypti (Roth & Porter, 1964)e Hyalopho
ra cecropia (Stay, 1965), mas isso nao significa a falta de acessodavitelogenina da he
molinfa. Um fato que tambem corrobora a hipotese da passagem de material externo para
0 ovocito € que esses espagos nao foram encontrados entre as celulas foliculares em con
tato com as células nutridoras (Figura 1). Em Aedes, esses espagos iniciam-se 7 horas

apos a alimentagao sanguinea (Roth & Porter, 1964).

Fig. 5. Fotomicrografia detalhada da passagem do material floculento para o ovacito pe
lo espaco intercelular (ei), entre as células foliculares (cf).

Nicleo (N); nucléolo (nu); ribossomos (rb); mitocondrias (m); 37.800 X.
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ApSs o repasto sanguineo, conforme assinalam Hagedorn et al. (1973), o desenvolvi

mento do ovo pode ser regulado ao nivel do corpo gorduroso, quando da sintese das vite-

logeninas; e ao nivel da incorporacac das proteinas, pelo ovocito. Nesta optica, a ana

lise dos diferentes niveis de desenvolvimento do ovo torna-se relevante, pois proporcio

na dados sobre a evolugao da reprodugao do inseto, principal faceta interrelacionada com

a transmissao da malaria.

Fig. 6.

Fotomicrografia da interface entre ovécito (ov) e epitélio folicular (ef). As
células foliculares (cf) apresentam grande numerc de mitocondrias (m) emseu ci
toplasma. O micleo (N) do ovocito mostra o envelope nuclear com poros {Po).
No contato entre células foliculares e ovocito sdo frequentes invaginacdes ()
com conteldo denso, Vesiculas (ve) derivadas dessas invaginacOes coroam o cor
tex do ovocito (ov) e originam os granulos protéicos através da fusao entre elas
(seta). Lipideos (L), mitocondrias (m) e ribossomes (rb) também sao encontra-
dos no citoplasma do ovocito. 14,100 X,
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Fig.

114

7.

Meste corte ousgrvam—-se as microvilosidades que se estendem da superficie do
ovocito. fEncre as microvilosidades (mv) existem vdrios pequenos granulos que
criginam vesiculas (ve) que =se fundem para formar granulos protéicos (P). Noci
coplasma do ovécito (ov) ebserva-se o reticulo endoplasmatico {re) e mitocon-
drias {m). 24.000 X,
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Fig. 8.

Fotomicrografia mostrando a fusao dos graos de proteina (P) no citoplasma do
ovocito (ov), junto ao graos de lipideos (L). Maturacao de 48 horas. Mitocon-
drias (m) e Ribossomos (rb). 27.000 X.
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Fig. 9,

Fotomicrografia mostrando em detalhe a configuracdo cristalina que
protéico assume, gquando maduro. (maturacide de 48 horas)., 60.900 X.

o granul

SUMMARY

Ouanded of Anopheles tuiannubatus wene dissected 24 h and 48 h aftern a blovdmeak in
onden to study L& effect on pogenesds, Histolopical sections wene anclized by clectron
micnosecpy and the moiphologleal changes ccurning at the oocyte - fofdiculan epltheliun
and follicutan ceff infenfjace wene ehacrved, Stwucturaf aspecds suppont the hypethesds
that yoik proteins are produced cutside the ovary. Protwedn granufes  ardse mainfy by
fusdon of pif-vesicles jonmed at the cecyte Swiface,

116 Ronchi—-Teles et al.



Referencias bibliograficas

Anderson, E. - 1964. Qocyte differentiation and vitellogenesis inthe roach Periplaneta
americana. J. Cell. Biol., 20:131.

Anderson, L. M. & Telfer, W. H. - 1969. A follicule cell contribution to the spheres of
moth cocytes. Tissue and Cell, 1:633-644,

Bier,K. & Ramamurty, P. S. - 1964. Elektronoptische untersuchungeni zur Finlagerung der
Notterprotein in die Oocyte. Naturwissenschaften, 51:223.

Bitsch, J. — 1980. Ultraestructure des ovocytes et vitellogenese chez Lepimachilis tar
gionii (Crassi) (Thysanura: Machilidae). Inst. J. Insect Morphol & Embryol., 9:297-
313.

Brooks, V. J. - 1969. The induction of yolk synthesis in fat body of an insect, Leuco
phaea maderae, by a analog of the juvenile hormone. Develop. Biol., 20:459-471.

———— - 1976. Protein synthesis in fat body of Leucophaea maderae duringvitellogenesis.
J. Insect. Physiol., 22:1649-1657.

Christophers, S. R. - 1911. The development of the egg follucle in anophelines, Paludism,
2:73-89.
Cummings, M. R. & King, R. C. - 1970. The citology of the vitellogenic stages of oogene

sis in Drosophila melanogaster. IL. Ultrastrutural investigations on the origin of
the protein yolk spheres. J. Morphol., 130:467-477.

Engelmann, F. — 1969, TFemale specific protein biosynthesis controlled by corpus allatum
in Leucophaea maderae. Science, 105:407-409.

———= = 1971. Juvenile hormone - controlled synthesis by female specific protein in the
cockroach Leucophaea maderae. Arch. Biochem. Biophys, 145:439-447.

Engels, W. - 1974. Occurrence and significance of vitellogenin 1in female castes of
social Hymenoptera. Amer. Zool., 14:1229-1237,

Guelin, M. & Durand, M. - 1980. Evolution des cellules nourriciéres au coure de 1'ovo
genese chez Ephestia kukniella Z. (Insecte, Lépitoptere). Amm. Scien.Nat.,Zoologie,
Paris, 13(2):167-207.

Hagedorn, H. H.; Falton, A. M.; Laufor, H. - 1973, Vitellogenin synthesis by the fat
body of the mosquito Aedes aegypti: evidence for traunscriptional control. Develop.
Biol., 31:285-294.

Hagedorn, H. H. & Judson, C. L. — 1972, Purification and site of synthesis of Aedes
aegypti volk protein. J. Exp. Zool., 182:367-378.

Hill, L. - 1962. Neurosecretory control of hemolymph protein concentrationduring ovari
an development in the desert locust. J. Imsect Physiocl., 8:609-621.

Hopkins, C. R. & King, P. E. — 1966. An electron microscopical and histochemical study
of the ococyte perifery in Bombyx terrestris during vitellogenesis. J. Cell. Sei., 1:
201-216.

Kessel, R. G. & Beams, H. W, - 1962. Micropinocytosis and yolk formation in oocytes of
the small milkweed bug., Exp. Cell. Research., 30:440.

Ma, W. K. & Ramaswamy, B. - 1987. Histological changes during ovarian maturation in the
tarnished plant bug, Lygus lincolaris (Palisot de Beauvois) (Hemiptera: Miridae). J.
of Insect Morphology & Embriology, 16(5/6):309 322.

Estudo de mecanismos envolvidos ... 117



Mer, G. G. - 1936. Experimental study on the development of the ovary inA. elutus Edw.
(Dip. Culic.). Bull. Entom. Res., 27:351-356.

Reynolds, E. F. = 1963. The use of lead citrate at high pH as an electron opaque
staim in electron microscopy. J. Cell. Biol., 17:208-212.

Roth, T. F. & Porter, K. R, - 1964. Yolk protein uptake in the cocyte of thz mosquito
Aedes aegypti (L.). J. Cell Biol., 20(2):313-332.

Shigematsu, H. - 1958. Synthesis of blood protein by the fat body in silkworm, Bombyx
mori L. Nature, 182:880-882.

~——— = 1960. Protein metabolism in the fat body of the silkworm Bombyx mori L. Bull.
Sericult. Expt. Sta. Japan, 16:141-170.

Simbes, Z. L. P. - 1980. Estudo de vitelogenina e da vitelina em Apis mellifera L. (Hy
menoptera: Apoidea). Tese de doutoramento apresentada a Fac. Med. (USP) RibeirdoPre
to. SP. 108 p.

Stay, B. - 1965. Protein uptake in the oocyte of the cecropia moth. J. Cell Biol., 26
(1):49-62.

Telfer, W. H.; Huebner, E.; Smith, D. §. - 1982. The cell biology of vitellogenic folli
cles in Hyalophora and Rhodnius.In: Imsect ultrastructure. King, R. C, &  Akai, H.
(eds.). Plonum Press. New-York. 1:118-149.

Telfer, W. H. - 1954. TImmunclogical studies of insect metamorphosis. IL. The role of a
sex~limited female protein in egg formation by the cecropia silkworm. J. Gen.Physiol.,

37:539-558.

~—~— - 1960. The selective accumulation of blood proteins by the oocytes of saturniid
moth. Biol. Bull., 118:338-351.

~=—— = 1965. The mechanism and control of yolk formation. Ann. Rev. Entomol., 10:161-
184.

Wigglesworth, V. B, - 1943. The fate of hemoglobin in Rhodnius prolixus and other blood
- sucking arthropods. Proc. R. Soc. (London), Ser. B, 131:313-339.

(Aceito para publicacao em 05.11.1988)

118 Ronchi-Teles et al.



